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“Que os vossos esforços desafiem as impossibilidades, lembrai-vos de que as 








A deficiência intelectual (DI) é considerada um estado incompleto ou inibido de 
desenvolvimento do intelecto, envolvendo prejuízo das funções cognitivas, 
linguísticas, motoras e sociais. Defeitos em genes do cromossomo X são 
considerados uma importante causa de DI, tanto sindrômica como não sindrômica. 
Estudos indicam que diversos genes do cromossomo X quando mutados levam a DI, 
pois, codificam proteínas que são expressas em alguma porção do sistema nervoso 
ou em vias relacionadas. O presente estudo realizou a busca de microrrearranjos em 
16 genes do cromossomo X (RPS6KA3, ARX, IL1RAPL1, TSPAN7, PQBP1, 
HUWE1, OPHN1, ACSL4, PAK3, DCX, AGTR2, ARHGEF6, FMR1, AFF2 (FMR2), 
SLC6A8 e GDI1) previamente descritos como associados à DI, em 65 meninos com 
suspeita de DI. Usando o teste de MLPA com o kit P106-MRX, 64 pacientes (98,5%) 
apresentaram resultados normais. Em um caso identificamos uma duplicação do 
gene AFF2 que engloba os exons 2 e 3 do gene, herdada da mãe fenotipicamente 
normal. Sugerimos que a duplicação no gene AFF2 leve ao quadro de transtorno 
emocional e macrossomia apresentado pelo paciente. A taxa de detecção de 
alterações encontradas pelo MLPA (1,5%) é condizente com trabalhos anteriores na 
literatura e mostra que a frequência combinada de microrrearranjos nesses genes é 



















Intellectual disability (ID) is considered an incomplete or inhibited state of intellectual 
development, involving deficit of cognitive, linguistic, motor and social functions. 
Defects of genes on the X chromosome are considered an important cause of DI, 
both syndromic and non-syndromic. Studies indicate that several genes on the X 
chromosome when mutated lead to ID because they codify proteins that are 
expressed in the nervous system or in related pathways. The present study searched 
for microrrearrangements in 16 genes on the X chromosome (RPS6KA3, ARX, 
IL1RAPL1, TSPAN7, PQBP1, HUWE1, OPHN1, ACSL4, PAK3, DCX, AGTR2, 
ARHGEF6, FMR1, AFF2 (FMR2), SLC6A8 and GDI1) previously described in 
associated with ID, in 65 boys diagnosed with ID. Using MLPA test with kit P106 - 
MRX, 64 patients (98.5%) presented normal results. In one case we identified a 
partial duplication of AFF2 involving exons 2 and 3 of the gene, inherited from the 
phenotypically normal mother. We suggest that the AFF2 duplication leads to the 
emotional impairment and macrosomia in the patient. The detection rate found by 
MLPA (1.5 %) is comparable to previous reports and show that the combined 
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1.1 DEFICIÊNCIA INTELECTUAL 
 
 
 A deficiência intelectual (DI) ocorre em cerca de 1-3% da população sendo 
considerada um estado incompleto ou inibido de desenvolvimento do intelecto que 
se origina antes dos 18 anos de idade, envolvendo prejuízo das funções cognitivas, 
linguísticas, motoras e sociais, que são componentes da inteligência do indivíduo(1). 
A DI é heterogênea, o que torna difícil a investigação etiológica feita por geneticistas 
clínicos. Pode-se classificar a DI em leve, moderada, grave e profunda por meio de 
testes de quociente de inteligência (QI), onde o indivíduo que obtem um 
desempenho inferior ou próximo a 70, na curva de distribuição do QI na população, 
é considerado com déficit intelectual e superior a 130 é considerado superdotado 
(2,3). 
 A deficiência intelectual pode ser causada por fatores ambientais (isquemia 
cerebral perinatal, sindrome fetal alcoolica, infecções pré ou pós-natais), ou fatores 
genéticos como alterações cromossômicas ou doenças monogênicas (4). A DI 
também pode ser uma condição multifatorial que pode estar relacionada com o 
desenvolvimento sócio-econômico populacional. Entre as porções mais pobres, os 
fatores ambientais como nascimento prematuro, subnutrição, infecções pré parto e 
pós parto, alcoolismo etc estão mais relacionados a DI leve; as DIs de causa 
genética se manifestam em quaisquer classes independente de seu status social (5).  
A causa genética mais comum de DI é a Síndrome de Down, causada pela trissomia 
do cromossomo 21, uma alteração cromossômica numérica que, juntamente às 
demais alterações cromossômicas numéricas e alterações estruturais, formam um 
grupo importante de causas de DI. 
A DI pode ser dividida em sindrômica (quando há associação com outros 
fenótipos como malformações, dismorfias, convulsões, etc) e não sindrômica quando 
a DI é a única manifestação clínica do paciente. Nos quadros de DI sindrômica a 
presença de outros sinais e sintomas associados pode permitir enquadrar o quadro 




 Quadros mais graves de DI estão mais comumente associados a DI 
sindrômica. Cerca de 20-50% dos casos moderados a graves e até 80% das DI 
leves ainda permanecem sem diagnóstico genético (6).  
 
 
1.2 DEFICIÊNCIA INTELECTUAL LIGADA AO CROMOSSOMO X 
 
 
Desde o final do século XIX observações apontaram a preponderância 
significativa de homens em instituições para pessoas com comprometimento 
intelectual, o que despertou a atenção de médicos e pesquisadores. A frequência de 
homens, nessas instituições, chegava a ser 25% maior do que a de mulheres (7). 
Hoje sabe-se que o disturbio é 30-40% mais freqüente em homens do que em 
mulheres, e a maior explicação é a alta frequência de DI ligada ao X.  
 Uma das explicações pode ser o fato de homens serem hemizigotos (46,XY), 
estes apresentam uma maior frequência de manifestações clínicas do que as 
mulheres. Porém, somente essa explicação não foi suficiente para elucidar tamanha 
proporção de casos. Mandel e Chely (4), sugeriram que pode ocorrer algumas 
diferenças entre os sexos principalmente na formação fetal dos homens, em que seu 
cérebro possa ser mais susceptível a danos precoces ou a presença de 
polimorfismos no cromossomo X que associados a alelos autossômicos, alelos 
ligados ao X ou a fatores ambientais poderiam levar a efeitos nas habilidades 
cognitivas. 
Em virtude das mulheres terem dois cromossomos X (46,XX), um deles é  
inativado. A inativação de um dos cromossomos X é um evento aleatório, podendo 
ser inativado tanto o cromossomo de origem paterna, quanto o de origem materna. É 
um processo que ocorre em cada célula no início do desenvolvimento embrionário, 
tornando as mulheres mosaícos, podendo possuir duas linhagens celulares ativas. 
Espera-se que nas mulheres a inativação de um ou outro cromossomo X aconteça, 
em média, na mesma proporção. Porém, foi observado que mulheres portadoras de 
translocação X/autossomo apresentam inativação preferencial do X normal, evitando 
assim a propagação da inativação em genes autossômicos (8). Nas mulheres 




deste cromossomo X, as quais apresentam desvio grandes ou mesmo totais de 
inativação para compensar os efeitos do alelo mutado no cromossomo X (8).  
Desvios extremos no padrão de inativação do cromossomo X em mulheres 
estão frequentemente associados a mutações que levam a DI. Estas mutações 
foram encontradas nos cromossomos X inativos de mulheres portadoras de diversos 
tipos de DI, sugerindo assim que o desvio de inativação ocorra preferencialmente no 
X mutado (9). Acredita-se que haja uma vantagem proliferativa das células com alelo 
normal ativo levando aos quadros clínicos normais na maioria das portadoras (9).  
 Defeitos nos genes do cromossomo X, localizados principalmente no braço 
longo, são uma importante causa de deficiência intelectual. O cromossomo X possui 
cerca de 155 milhões de pares de bases e contem aproximadamente 1155 genes, 
dos quais 868 já foram identificados como codificadores de proteínas 
(www.ensembl.org, acessado em 10/01/2014); essas proteínas desempenham 
funções, como regulação da transcrição de outros genes ou transdução de sinais. 
Vários estudos evidenciam que genes do cromossomo X estão intimamente ligados 
à função cerebral. Nguyen e Disteche (10) observaram maior expressão de genes 
do cromossomo X em relação aos genes autossômicos no cérebro dos mamíferos 
estudados.  
 A DI ligada ao X, denominada XLID (X linked intellectual disability.), é dividida 
nas formas sindrômica (S-XLID) e não sindrômica (NS–XLID) (2), sendo que dois 
terços dos casos de XLID são não sindrômicos (2). Cerca de 140 formas de XLID 
sindrômicas já foram descritas, sendo que em aproximadamente 50% o defeito 
genético foi identificado. Em vários casos observou-se heterogeneidade alélica e de 
locus (1).  
 Em meados do século XX, Martin e Bell (11) estudaram 11 homens com DI de 
uma mesma família, provenientes de duas gerações e advindos de mães 
intelectualmente normais, sugerindo herança ligada ao cromossomo X. Lehrke (12), 
após estudar várias famílias com DI de herança ligada ao X, postulou a provável 
influência de genes localizados no cromossomo X atuando sobre a inteligência.    
 Ao estudar os cromossomos dos indivíduos afetados de uma família onde a 
mãe e seus dois filhos possuíam comprometimento intelectual, Lubs (13) observou 
uma falha distinta (sítio frágil) próxima à extremidade distal do braço longo do 




(14) em análise citogenética detectou o sítio frágil característico no cromossomo X 
na família estudada por Martin e Bell (1943), sugerindo que a síndrome até então 
chamada Martin-Bell, usada para identificar os quadros clínicos associados ao 
cromossomo marcador, passasse a ser chamada de Síndrome do X-Frágil (SXF), 
como é conhecida hoje. 
 Esta síndrome é a segunda causa genética mais frequente de DI sendo 
precedida apenas pela síndrome de Down.  A síndrome do cromossomo X Frágil é a 
causa mais comum de DI herdada, e sua manifestação é moderada a profunda nos 
homens afetados e, geralmente, leve nas mulheres afetadas. Os afetados podem 
apresentar quadros não sindrômicos ou sindrômicos que incluem além da DI 
transtorno de déficit de atenção e hiperatividade, hipotonia, face alongada, 
estrabismo, orelhas em abano, palato alto, mandíbula e fronte proeminente, má-
oclusão dentária, hiperextensibilidade articular, prega palmar única, macroorquidia, 
pés planos e escoliose (15,16).  
 Na última atualização de genes relacionados ao XLID (1), já se conheciam 90 
genes do cromossomo X mutados em pacientes com XLID. Porém, em alguns genes 
foram identificadas mutações em pacientes com DI sindrômica como não 
sindrômica, indicando que essa classificação revela apenas dois extremos 
fenotípicos de um amplo espectro de manifestações clínicas (1). 
 As buscas por mutações no cromossomo X que causam deficiência intelectual 
têm movimentado diversas pesquisas, não só para elucidar a grande quantidade de 
homens afetados, mas também para compreender as ações desses genes no 
sistema nervoso central e sua atuação no desenvolvimento da inteligência e de 
habilidades cognitivas e sociais. Conhecer a causa da DI auxilia no aconselhamento 











1.3. GENES DO CROMOSSOMO X QUE SOFREM MICRORREARRANJOS 
ASSOCIADOS À DEFICIÊNCIA INTELECTUAL 
 
 
 Deleções e duplicações de segmentos do cromossomo X já foram descritas 
em diversos pacientes com DI sindrômica ou não sindrômica e são, portanto, uma 
importante causa de XLID. Apesar de isoladamente essas alterações serem raras, 
algumas se destacam sendo encontradas mais frequentemente em pacientes com 
DI.  Algumas deleções genômicas, duplicações e outros vários rearranjos estruturais 
são fatores condicionantes nas doenças genéticas que envolvem processos de 
desordem neurológica (17) (Figura 1). A seguir trataremos de dezesseis genes 
mapeados no cromossomo X e previamente relacionados a DI. Os genes citados a 














Figura 1: Alguns genes no cromossomo X que quando mutados causam deficiência 
intelectual. Os genes à esquerda (box cinza) estão relacionados à XLID sindrômica. Os genes 
à direita (box branco) estão relacionados à  XLID não sindrômica ou ambas.  Os genes 














1.3.1 Gene RPS6KA3 
 
 
 O gene RIBOSOMAL PROTEIN S6 KINASE (RPS6KA3) está localizado em 
Xp22.12 e contém 22 exons (19). Codifica uma proteína membro da família 
Ribossomal S6 Kinase (RSK), também conhecida como P90 (20). As RSKs possuem 
um papel importante na progressão do ciclo celular, diferenciação e sobrevivência 
celular (21). Em ratos o gene RPS6KA3 possui uma alta expressão no 
desenvolvimento neural e em tecidos sensoriais (21).  
 Esse gene já é bem conhecido por ser responsável pela síndrome de Coffin-
Lowry (CLS).  As manifestações clínicas na síndrome incluem morte prematura, 
estenose espinhal, cifoescoliose progressiva, ataques de gota, dentição anormal, 
perda auditiva, alterações oculares e função cognitiva alterada (22). A CLS pode ser 
causada por vários tipos de mutações, desde mutações de ponto até deleções de 
vários exons. Além da forma sindrômica, mutações em RPS6KA3 podem também 
levar a DI não sindrômica. Indivíduos com mutações no gene RPS6KA3 e NS- XLID 
produzem uma proteína com atividade seis vezes menor acredita-se que o restante 
de proteína seja suficiente para a sinalização da via MAPK-RPS6KA3 envolvida no 
desenvolvimento do esqueleto e resultando em um fenótipo mais leve do que a CLS  
(23). Duplicação de sete genes incluindo o gene RPS6KA3 foram descritas em uma 
família com pelo menos quatro afetados. As mulheres portadoras não apresentavam 
DI ou qualquer outra manifestação clínica (24). Uma duplicação de 1Mb contendo 
três genes dentre eles  o RPS6KA3 foi observada em homens com DI inespecífica, 
dismorfias faciais e dislexia (25). Recentemente uma microduplicação de 584 kb 
incluindo o gene RPS6KA3 foi encontrada em uma familia com DI leve, transtorno de 











1.3.2 Gene ARX 
 
 
 O gene ARISTALESS-RELATED HOMEOBOX (ARX) está localizado em 
Xp21.3, é composto por 5 exons codificantes em aproximadamente 12,5Kb e 
codifica uma proteína de 562 aminoácidos (27). Tem expressão predominante no 
cérebro fetal, adulto e nos músculos esqueléticos (27); em embriões de ratos foi 
encontrado especialmente no telencéfalo e tálamo ventral com ausência de 
expressão no cerebelo durante o desenvolvimento. ARX atua em neurônios maduros 
essenciais para o desenvolvimento de habilidades cognitivas (28). Homens 
portadores da mutação possuem fenótipos mais graves e mulheres portadoras 
podem apresentar ou não fenótipos moderados a leves (29). Fulp et al. (30) em 
estudos com camundongos identificaram 84 genes que na ausência de ARX foram 
desregulados, esses genes estavam envolvidos na migração celular, orientação 
axonal, neurogênese e regulação da transcrição. 
 Várias mutações já foram encontradas nesse gene, levando a fenótipos de DI 
não sindrômicos ou a quadros sindrômicos. Dentre as patologias sindrômicas 
podemos destacar lisencefalia ligada ao X, agenesia de corpo caloso com genitália 
anormal (Sindrome de Proud), DI e distúrbios de movimentos variáveis (Sindrome de 
Partington) e Espasmos Infantis sem malformações cerebrais (EIEE1) que pode 
evoluir para a Sindrome de West (MIM # 300215 ; # 300419; # 309510; # 300004). 
Existe uma heterogeneidade muito grande com relação aos diversos fenótipos e as 
diversas mutações.  
 A lisencefalia ligada ao X afeta mais homens podendo levar a morte nos 
primeiros dias de vida. Dentre as mutações já relacionadas estão deleções de 
nucleotídeos principalmente no exon 2 resultando em proteínas truncadas (31). 
 Na agenesia de corpo caloso com genitália anormal (Proud Syndrome) foi 
encontrada uma transição no exon 2 dando origem a uma proteína mutante T333N 
com menor afinidade ao DNA (Ácido Desoxirribonucleico) do que a proteína 
selvagem (29).  A síndrome de DI e distúrbios de movimentos variáveis (Sindrome 
de Partington) está relacionada até então a duplicação de 24 pares de base (pb) no 




 Existem várias famílias já relatadas que não se encaixam nos quadros 
sindrômicos descritos a cima, porém possuem mutação no gene ARX. O fenótipo de 
DI é de moderado a grave podendo incluir ou não quadro de convulsões ou 
dismorfias leves. Duplicações de 24 pb no exon 2 foram identificadas em indivíduos 
com NS-XLID. Existem também relatos de mutações de ponto em diferentes famílias 
com quadro de DI inespecífico (28). Duplicação completa do gene ARX já foi 
encontrada juntamente a outros genes da região (34). 
 
 
1.3.3 Gene IL1RAPL1 
 
 
 O gene INTERLEUKIN 1 RECEPTOR ACCESSORY PROTEIN-LIKE 1 
(IL1RAPL1) está mapeado na posição Xp21.3 do cromossomo X. IL1RAPL1 tem 
1,37Mb e possui 11 exons (35). É uma proteína do grupo das interleucinas composta 
por 696 aminoácidos expressa nos neurônios cerebrais; participa ativamente na 
regulação de neuritos e exocitose por regulação de sensores de cálcio (36,37). 
 Mutações nesse gene levam a DI não sindrômica com espectros de 
deficiências neurológicas cognitivas variando de DI moderada a autismo (35). 
Homens são mais gravemente afetados e mulheres portadoras apresentam 
fenótipos mais leves a normais. A maior parte das mutações descritas no gene são 
mutações de ponto que ocasionam troca de aminoácidos ou códon de parada 
prematuro. Em estudos realizados em duas famílias distintas com DI, foram 
encontradas grandes deleções incluindo os exons 2, 3, 4, e 5; ambas mutações são 
semelhantes porém seus pontos de interrupção não foram precisamente relatados 
(38,39). Também há descrição de deleção dos exons 3 a 7 sendo causa de DI 
moderada a leve em dois irmãos de mãe portadora fenotipicamente normal (35). Em 
estudo de triagem em meninos com DI inespecífica, IL1RAPL1 foi encontrado 









1.3.4 Gene TSPAN7 (TM4SF2) 
  
 
 TETRASPANIN 7 (TSPAN7 ou TM4SF2) é um gene localizado na região 
Xp11.4, contêm 7 exons dispostos em aproximadamente 127Kb que codifica uma  
proteína da  família tetraspanin com 244 aminoácidos, quatro domínios putativos na 
região transmembranar (41). É especulado que este gene possa ter importante 
papel no controle do crescimento de neurônios, sendo altamente expresso no 
Sistema Nervoso Central (42).  
 Até o momento mutações nesse gene foram relatadas em homens com DI 
não sindrômica. Um estudo demonstrou em dois meninos de famílias distintas com 
DI inespecífica, foi encontrada mutação de ponto sem sentido gerando uma 
inativação da proteína do gene e uma troca de aminoácidos não conservativa na 
proteína (P172H) (42). Em uma triagem feita nos 7 exons do gene TSPAN7 em 105 
homens com DI se encontrou a mesma substituição P172H em apenas um  afetado. 
Mãe e irmã também possuíam a mesma substituição, porém tinham fenótipos 
normais (43). TSPAN7 também já foi encontrado duplicado em dois irmãos 
juntamente a 40 outros genes, em Xp11.4 - p21.3 e duplicado em um menino 
juntamente com  o gene OPHN1 (40). Recentemente, em triagem de 100 meninos 
com NS-XLID foi encontrada uma duplicação do exon 5 no gene TSPAN7 (44). 
  
 
1.3.5 Gene PQBP1 
 
 
 O gene POLYGLUTAMINE-BINDING PROTEIN 1 (PQBP1) se localiza na 
porção Xp11.23 e contem 6 exons dispostos em 4,6 Kb (45). Produz uma proteína 
que se liga a poliglutamina encontrada no núcleo celular com maior expressão no 
cerebelo, hipocampo e bulbo olfatório. 
 Mutações nesse gene são a principal causa da DI sindrômica conhecida como 
síndrome de Renpenning.  Os sinais clínicos da síndrome incluem baixa estatura, 
microcefalia, dismorfias faciais e testículos pequenos na puberdade.  As mutações 




quantidades e posições diferentes (46). Um paciente com DI grave e várias 
características que se assemelham a síndrome de Renpenning apresentou 
duplicação do gene inteiro além de outros genes em Xp11.22 - p11.23 (47). Uma 
duplicação de 5Mb incluindo o gene PQBP1 foi descrita em um menino com DI 




1.3.6 Gene HUWE1 
 
 
  O gene HECT, UBA, AND WWE DOMAINS-CONTAINING PROTEIN 1; 
(HUWE1) está na posição Xp11.22, possui 84 exons em aproximadamente 154Kb e 
produz uma proteína ubiquitina ligase do tipo E3 (49). Em modelo animal possui 
expressão em vários tecidos de rato, incluindo o córtex cerebral e o hipocampo (49).  
 Há uma forma sindrômica de DI classificada por Turner et al (50) que é  
causada por mutações de ponto do tipo transição. Os principais fenótipos são DI 
moderada a grave em homens e leve nas mulheres portadoras, macrocefalia e 
características variáveis como extensão limitada dos cotovelos e dedos afilados (50). 
Formas de DI não sindrômica estão descritas e relacionadas a microduplicações 
envolvendo o gene HUWE1. Algumas duplicações grandes variam de 0,4 a 0,8 Kb 
podendo incluir mais genes da região (49). Deleção do gene HUWE1 foi encontrada 
juntamente a outras deleções também em pacientes com sinais clínicos do espectro 













1.3.7 Gene OPHN1 
 
 
 O gene OLIGOPHRENIN 1 (OPHN1) contém 25 exons, está localizado na 
região Xq12 contendo 391Kb, codificando uma proteína de 802 aminoácidos de 
domínio Rho GAPs, que controla alterações do citoesqueleto (52). Estudo em 
modelo animal mostrou sua ação no controle da maturação das espinhas dendríticas 
e importância em todas as fases do desenvolvimento (53).  
 Pacientes com S-XLID apresentando DI, hipoplasia cerebelar e outros 
fenótipos distintos apresentaram mutações nesse gene (54). Em meninos com DI, 
hipoplasia cerebelar e dismorfias observou-se deleção dos exons 21 e 22 do gene 
OPHN1 (25,55). No exon 7 já foram descritas deleções de ponto do tipo transição 
em três meninos afetados com DI não específica (56). Duplicação do gene inteiro foi 
descrita numa família extensa juntamente a outros genes dentro da porção Xq12 - 
q13.3 (57). Uma duplicação de 800Kb em  Xq12 - q13.1, incluindo o gene OPHN1 
mais dois outros genes,  também foi descrita em meninos com DI (58). 
 
 
1.3.8 Gene ACSL4 (FACL4) 
 
 
 O gene ACYL-CoA SYNTHETASE LONG CHAIN FAMILY, MEMBER 4 
(ACSL4) está localizado na porção Xq22.3 possuindo 17 exons dispostos em 104 Kb 
(59). Produz uma proteína de cadeia longa de Acetilcoenzima (Acetil-CoA) sintase 
formada por 670 aminoácidos (60). Em estudos em humanos a proteína era 
altamente expressa no cérebro humano adulto, mais na porção do cerebelo e no 
hipocampo demonstrando ser 97% semelhante à encontrada em ratos (60,61).  
 ACSL4 é um gene que, quando mutado, causa DI não sindrômica. Os 
fenótipos vão desde DI moderada a grave em homens e mulheres portadoras, 
podem apresentar capacidades cognitivas variadas, desde DI moderada a 
inteligência normal (62). As principais mutações já descritas são de ponto do tipo 
transição no intron 10 e transversão no exon 15 que causam troca de proteínas ou 




conhecida como Alport Syndrome, Mental Retardation, Midface Hypoplasia, and 
Elliptocytosis (AMME). Esta síndrome está caracterizada principalmente pela 
deleção contínua de vários genes em Xq22.3, incluindo principalmente o gene 
COLLAGEN, TYPE IV, ALPHA-5 (COL4A5) e gene ACSL4, levando aos fenótipos 
específicos da sindrome e a DI moderada a grave dependendo do tamanho deletado 
no gene ACSL4 (63). DI sindrômica sem características da síndrome Alport já foi 
relacionada em uma deleção de 9 genes incluindo o ACSL4 na região Xq22.3 - q23, 
sem deleção do gene COL4A5 (64).  
 
 
1.3.9 Gene PAK3 
 
 
 P21-ACTIVATED KINASE 3 (PAK3) é um gene ativador de quinases 
localizado em Xq22.3 que possui 16 exons em 276Kb. Faz parte de uma família de 
quinases do tipo serina/treonina que são críticas na transdução de sinais e 
regulação celular (65). Essa família gênica está envolvida em uma variedade de 
processos celulares, incluindo a dinâmica do citoesqueleto, motilidade celular, a 
transcrição de genes, morte e sobrevivência de sinalização e progressão do ciclo 
celular (65).  
  Já foram encontradas diversas mutações de ponto levando a troca de 
aminoácidos ou criando códons de parada prematuros sendo a causa de NS-XLID 
(66,67). As mães portadoras não apresentam DI e foi observado que possuem 
desvio total de inativação do cromossomo X (68). Há relatos de pacientes com S - 
XLID envolvendo a deleção de vários genes na porção Xq22.3 - q23, incluindo o 
gene PAK3; as características clínicas variam de acordo com a quantidade de genes 










1.3.10 Gene DCX 
 
  
 DOUBLECORTIN (DCX) é um gene que está localizado em Xq23 abrangendo 
mais de 100 Kb de DNA contendo 9 exons dos quais 6 são codificantes (70). 
Codifica a proteína duplacortina que tem expressão exclusiva no cérebro fetal; atua 
na migração neural podendo também estar envolvida com a transdução de sinal; 
especula-se que a proteína de DCX possa pertencer a uma nova classe de 
proteínas intracelulares que auxiliam a migração neural através da sinalização de 
cálcio (70). 
 As mutações descritas nesse gene levam a um quadro de DI sindrômica onde 
a lisencefalia clássica é o principal fenótipo podendo resultar em DI grave e 
convulsões (71). Os homens afetados possuem fenótipos mais graves e a estes 
chamamos a síndrome de Lisencefalia ligada ao X (LISX1) enquanto mulheres 
portadoras apresentam fenótipos mais leves conhecidos como Heterotopia laminar 
subcortical ligada ao X (SCLH), também conhecida como síndrome do duplo cortex 
(71). 
 Estudos em diversas famílias com LISX1 e SCLH descrevem mutações de 
ponto do tipo transição e transversão resultando em troca de aminoácidos (70,72), 
inserção e deleção de 2 pares de bases gerando proteína truncada (72). Além 
destas há relatos de microdeleções encontradas em três mulheres com SCLH, duas 
excluindo os exons 3 e 4 e uma excluindo o exons 6 e 7 (73). No pré-natal de um 














1.3.11 Gene AGTR2 
 
 
 O gene ANGIOTENSIN II RECEPTOR, TYPE 2 (AGTR2) se encontra na 
posição Xq24 compreendendo cerca de 5 Kb e  possui 3 exons (75). Produz uma 
proteína de aproximadamente 363 resíduos de aminoácidos que expressa seus 
receptores AT2 altamente em tecidos fetais e em tecidos adultos como cérebro, 
medula adrenal e ovário (76). Este receptor leva a morte celular programada 
(apoptose celular), um indicativo de sua importante ação em transtornos neurais e 
patologias de rins e trato urinários (76). 
 Algumas mutações encontradas dentro do gene AGTR2 foram relacionadas 
a casos de DI não sindrômica. Os fenótipos incluíam DI moderado a grave, 
podendo apresentar quadros convulsivos (75). Contudo, posteriormente essas 
mutações foram identificadas em vários grupos controle e consideradas como sem 
significado clínico (77). Dessa forma, o verdadeiro papel do gene AGTR2 na DI 




1.3.12 Gene ARHGEF6 
  
 
 O gene RHO GUANINE NUCLEOTIDE EXCHANGE FACTOR 6 (ARHGEF6) 
se encontra no cromossomo X em Xq26.3. Esse gene contém 22 exons dispostos 
em 116Kb e produz uma proteína envolvida no ciclo Rho GTPase, com função de 
organização do citoesqueleto, forma celular e motilidade (78).  Kutsche et al. (78) 
sugeriram que mutações no gene ARHGEF6 possam atrapalhar as vias de 
transdução de sinais envolvidas na migração celular e no crescimento axonal, uma 
vez que proteínas Rho GTPases também estão envolvidas no crescimento de 
axônios, e controle da forma e tamanho dos dendritos.  
 Em estudo com homens afetados de uma grande família holandesa, todos 
portadores de DI, foi encontrada uma mutação de troca de base que interferiu no 
splicing, havendo a exclusão da tradução do exon 2 nos afetados gerando uma 




um homem com DI grave, algumas dismorfias e perda auditiva possuindo uma 
translocação não equilibrada herdada de sua mãe, t(X; 21) (q26;p11), causando uma 
deleção de 10pb no cromossomo X e deleção de 9 pb no cromossomo 22. A quebra 
e deleção no cromossomo X tornou o gene ARHGEF6 inativo. DI sindrômica já foi 
relacionada a duplicação de 24 genes englobando ARHGEF6, na região Xq26.2-
Xq26.3, em dois irmãos com DI grave, hipotonia, atraso no crescimento, 
desproporção craniofacial e má oclusão dentária (79). Duplicação do gene 
ARHGEF6 foi encontrada em dois irmãos com DI moderada e dismorfias (25). 
 
 
1.3.13 Gene FMR1 
 
    
 O gene FRAGILE X MENTAL RETARDATION -1 (FMR1) localiza-se no braço 
longo do cromossomo X na região Xq27.3 e apresenta 17 exons num segmento 
genômico de aproximadamente 38 kb (80). Fragile X mental retardation 1 protein 
(FMRP) é a proteína do gene FMR1 que está presente no tecido fetal e no adulto. A 
proteína FMRP é encontrada em abundância nos neurônios e em menor quantidade 
no citoplasma de vários tipos celulares. Possui dois domínios de ligação KH, que 
geralmente são encontrados em proteínas que funcionam como ligantes ao RNA e 
que interagem com um conjunto de RNAs mensageiros de motivos quaternários. 
FMRP contém tanto sinal de localização nuclear quanto sinal de exportação nuclear, 
indicando uma função de proteína núcleo citoplasmática que se liga a muitos RNAs 
mensageiros, inclusive ao seu próprio RNA mensageiro; forma complexos de 
ribonucleoproteínas mensageiras; e se associa a ribossomos na tradução. Esta 
proteína também está envolvida na maturação estrutural e funcional de sinapses 
servindo como um supressor traducional nos espaços pós-sinápticos (81,82).  
Ao estudar os cromossomos dos indivíduos afetados de uma família onde a 
mãe e seus dois filhos possuíam comprometimento intelectual, Lubs (13) observou 
uma falha distinta (sítio frágil) próxima a extremidade distal do braço longo do 
cromossomo X (Figura 2), sendo este denominado de cromossomo X marcador. 
Richards et al., (14) em análise citogenética detectou o sítio frágil característico no 




síndrome até então chamada Martin-Bell, usada para identificar os quadros clínicos 
associados ao cromossomo marcador, passasse a ser chamada de Síndrome do X-
Frágil, como é conhecida hoje. Esta síndrome é a segunda causa genética, mais 
importante, de DI sendo precedida apenas pela síndrome de Down.  A síndrome do 
cromossomo X Frágil é a causa mais comum de DI ligada ao X, e sua manifestação 
é moderada a profunda nos homens afetados e geralmente, leve nas mulheres 
afetadas. As características fenotípicas encontradas em pacientes com SXF são 





 Figura 2: Par de cromossomos X.  A seta indica o sítio frágil na região Xq27.3,  local  das 
 expansões CGG no gene FMR1 que geram a síndrome do X-frágil .  À direita, o ideograma do 
 cromossomo X. Modificado de  www.genetics.com.au/pdf/factSheets/FS32.pdf. 
 
  
  Essa síndrome é causada pela expansão de trinucleotídeos CGG dentro da 
região 5’ não traduzida do gene FMR1. Em indivíduos normais essa repetição ocorre 
de 5-40 vezes. Indivíduos com 55-200 repetições são considerados portadores de 
pré-mutação, não apresentando sinais da síndrome, mas podendo transmiti-la para 
seus descendentes. Indivíduos afetados têm mais de 200 repetições que ocasionam 
a inativação do gene FMR1 e conseqüentemente deficiência intelectual (83,84).   
 A expansão da repetição CGG na mutação completa causa a hipermetilação 
da ilha CpG na região reguladora 5´do gene FMR1. Este aumento na metilação e a 




expressão do gene e consequente não produção de FMRP (85). O silenciamento da 
transcrição do gene FMR1 leva a não produção da proteína FMRP, causando a 
síndrome (84,86,87). 
Em alguns casos ocorre simultaneamente, além da mutação completa, 
alelos pré-mutados em suas células, ou podem apresentar regiões metiladas e não 
metiladas e, por isso, são considerados mosaicos. Estes, são afetados com menos 
gravidade que os indivíduos com mutação completa, possuem uma freqüência de 
12% para mosaico de expansão e 6% para mosaico de metilação (88). 
 Expansões não metiladas de 55-200 repetições CGG são chamadas de pré-
mutação e, embora não causem DI são instáveis na meiose, podendo dessa forma 
expandir para uma mutação completa quando transmitidas maternalmente para as 
próximas gerações (83,89). Alguns autores classificam as repetições CGG entre 40 
e 55 como Gray zone, por estarem inseridos numa faixa intermediária pouco 
relacionada à transmissão instável entre gerações (90). O menor número observado 
de repetições CGG capaz de se expandir numa mutação completa na geração 
seguinte é de 56 repetições (91).  
 Deleções e duplicações do gene FMR1 foram descritas em pacientes com DI, 
mostrando que a dosagem de FMR1 é importante para a função cognitiva (92). 
Duplicação de 28 genes incluindo o gene FMR1 foi encontrada em três homens de 
uma família francesa que possuíam DI leve e eram sindrômicos (93). Em um caso 
atípico de um menino com DI, obesidade e atresia anal, foi evidenciada uma deleção 
na região Xq26.3 –q27.3 onde todo o gene FMR1 foi excluído, mostrando assim uma 














1.3.14 Gene AFF2 (FMR2) 
 
 
 O AF4 FAMILY, MEMBER 2 (AFF2 / FMR2) é composto por 22 exons, 
dispostos em aproximadamente 650kb em Xq28  e tem um padrão complexo de 
splicing alternativo (94). Os exons 2, 3, 7 e 21 sofrem vários splicings alternativos 
podendo adicionar uma quantidade extra de 12 a 66 pb ao RNA mensageiro 
dependendo do exon (95) AFF2 faz parte de uma família de reguladores de 
transcrição, sendo traduzido numa proteína de cadeia longa com 1311 aminoácidos 
ricos em serina e treonina encontradas no núcleo celular (95). Possui uma alta 
expressão na placenta de embriões com duas semanas, presente em vilosidades 
coriônicas, fibroblastos, pulmão, tendo alta expressão no cérebro em regiões 
responsáveis pela aprendizagem, cognição e memória bem como na interação do 
hipocampo e amigdala (96,97). 
 Já é de grande conhecimento que o gene AFF2 pode sofrer mutações do tipo 
expansão de trinucleotídeos CCG causando um sítio frágil na porção terminal do 
braço longo do cromossomo X na região Xq28. Um estudo demonstrou que pessoas 
que possuem o sítio frágil apresentam amplificação da repetição CCG adjacente a 
ilha CPG de Xq28 (98). Sua incidência é em torno de 1 em 50 000 homens (99).  A 
repetição CCG é polimórfica variando entre 6 – 20 repetições em pessoas normais e 
até 200 em pessoas afetadas (98). A clínica é uma DI leve sem traços típicos 
dismórficos podendo incluir dificuldades de aprendizagem, déficit de comunicação, 
problemas de atenção, hiperatividade e espectro autista (100). Translocações (101) 
e deleções submicroscópicas de introns e exons do gene AFF2 já foram descritas; 
quanto maior o tamanho da deleção mais grave será o quadro de DI e nas deleções 
menores o paciente pode apresentar um quadro mais leve variando desde autismo 
até DI (102). Acredita-se que a deleções de exons cause função reduzida do gene 
levando ao quadro clínico de susceptibilidade de autismo e DI e a perda total da 
função do gene gera DI não sindrômica leve conhecida como FRAXE (FRAGILE 
SITE, FOLIC ACID TYPE, RARE, FRA Xq28 E) (103). Uma duplicação parcial do 
gene também foi descrita, porém sem detalhes do quadro clínico relacionado (104).  





1.2.15 Gene SLC6A8 
 
 
 O gene SOLUTE CARRIER FAMILY 6 MEMBER 8 (SLC6A8) está mapeado 
em Xq28, contém 13 exons abrangendo um segmento de 8,5Kb (105). Codifica uma 
proteína de 732 aminoácidos e os primeiros estudos em animais já apontavam sua 
importância na fisiologia do músculo e transporte de creatina no hipocampo (106). 
 SLC6A8 é bem conhecido por apresentar mutações associadas à Síndrome 
de deficiência de creatina cerebral - 1. Os fenótipos mais comuns são DI, atraso 
grave na fala, distúrbios comportamentais e convulsões com prevalência de 0,3 a 
3,5% em homens e as mulheres portadoras podem apresentar leve prejuízo 
neuropsicológico (revisão em 76). Os homens afetados podem ser mais rapidamente 
diagnosticados em teste de urina, que demonstra elevada quantidade de creatina e 
teste de diminuição de creatina em fibroblastos. Ambos demonstram a deficiência no 
transporte de creatina. Em uma reavaliação dos fenótipos e dos genótipos de 101 
homens já relatados em estudos anteriores como portadores da síndrome de 
deficiência de creatina cerebral -1, 1/3 dos pacientes apresentavam mutações novas 
do tipo missense com atividade residual levando a um fenótipo mais leve e deleções 
grandes que levam a um quadro clínico mais grave (108). Duplicação envolvendo 
partes dos exons 11 e 12 do gene SLC6A8 foi identificada em um menino com S- 
XLID e deficiência de creatina (109). Uma grande deleção de 19 kb  envolvendo os 
exons 5 a 13 de SLC6A8, foi descrita em um menino com DI grave, surdez 














1.3.16 Gene GDI1 
  
 
 O gene GDP DISSOCIATION INHIBITOR 1 (GDI1) é um regulador dos 
membros da família Rab, que são pequenas proteínas envolvidas no tráfego 
vesicular de moléculas lipídicas entre organelas celulares (111). Estudos em modelo 
animal mostraram duas sequências de GDI: a alfa e a beta. Bachner et al. (111) 
mostrou em ratos que na fase embrionária GDI alfa (GDI1) é expresso em tecidos 
neurais e sensoriais, tendo função predominante na transmissão dos sinais neurais; 
já GDI beta é expresso em vários tecidos e em todas as fases de desenvolvimento.  
 GDI1 está mapeado em uma região rica em genes em Xq28, contendo 11 
exons dispostos em 7Kb (112). Mutações em GDI1 tem sido relacionados a NS-XLID 
onde homens podem apresentar DI leve a grave e mulheres portadoras podem ter 
dificuldade de aprendizado e déficit de atenção (113). Diversas mutações de ponto 
foram descritas desde substituições até mutações levando a códons de parada 
prematuros. Quando duplicado, juntamente com mais 17 genes na mesma região 
Xq28, o gene GDI1 é relacionado à síndrome de duplicação Xq28. Nessa síndrome, 
além de DI moderado a grave, os homens podem possuir dismorfias físicas e faciais 
leves, podem apresentar malformação de Dandy-Walker com hipoplasia e agenesia 
do corpo caloso e dilatação ventricular. O aumento da expressão de GDI1 com a 
duplicação é sugestivo de que seja ele o responsável pelo atraso mental observado 
nessa síndrome (114). 
 
 Todos os dezesseis genes aqui relatados (RPS6KA3, ARX, IL1RAPL1, 
TSPAN7, PQBP1, HUWE1, OPHN1, ACSL4, PAK3, DCX, AGTR2, ARHGEF6, 
FMR1, AFF2 (FMR2), SLC6A8 e GDI1) codificam proteínas que são expressas em 
alguma porção do sistema nervoso ou vias relacionadas. Todos são associados a 
casos clínicos já descritos com deficiência intelectual sindrômica ou não sindrômica, 
relacionadas a mutações de ponto ou a rearranjos em um desses genes. Devido a 
estas características, selecionamos o kit MLPA P106-B1 MRX, que possui sondas 
para várias exons destes 16 genes, para triarmos nossas amostras de pacientes 
com DI sindrômica e não sindrômica em casos isolados ou com padrão de herança 








 Investigar a frequência de microdeleção ou microduplicação de genes do 
cromossomo X ligados a Deficiência Intelectual, em amostras de pacientes do sexo 





























3. MATERIAIS E MÉTODOS 
  
 
 Para esse estudo foram selecionados 65 pacientes do sexo masculino com 
suspeita de deficiência intelectual, atendidos no Ambulatório de Genética Clínica do 
Hospital Universitário da Universidade de Brasília. Os pacientes foram 
encaminhados à consulta na genética clínica por médicos de outras especialidades, 
psicólogos ou pedagogos. O primeiro critério para a escolha dos pacientes foi a 
apresentação ou a suspeita de deficiência intelectual leve, moderada ou grave, 
avaliada com base em suas limitações cognitivas e comportamentais. Tanto em 
casos sindrômicos como não sindrômicos, selecionamos os que fossem sugestivos 
de herança ligada ao X ou casos isolados na família. Foram incluídos apenas 
aqueles que apresentaram cariótipo normal, e que não possuíam a mutação de 
expansão de trinucleotídeos responsável pela síndrome do cromossomo X frágil.  
 Os responsáveis pelos pacientes preencheram termo de consentimento livre e 
esclarecido. O presente projeto faz parte do projeto aprovado junto ao Comitê de 
Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasília (CEP-FM 
081/2009; 25/11/09).  
 Rotineiramente foram coletados 4 a 8 ml de sangue periférico em tubo 
heparinizado e em tubo contendo Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) como 
anticoagulante. As amostras foram submetidas ao exame de cariótipo e ao teste de 
PCR para exclusão da síndrome do X-frágil e só após resultados normais para 














3.1 CULTURA DE LEUCÓCITOS E EXAME DE CARIÓTIPO. 
 
 
 Com o sangue heparinizado foi realizada cultura de sangue total para 
realização do exame de cariótipo. O protocolo utilizado desenvolvido por Moorhead 
et al. em 1960 (com modificações) e dura cerca 72h após incubação das amostras. 
Para o crescimento dos leucócitos misturamos 1mL de sangue total fresco a 8mL de 
meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI), 1,5mL  de soro fetal bovino, 
300μL de Fitohemaglutinina, 100μL de antibiótico penicilina/ estreptomicina e 100 μL 
de L-Glutamina. Após mais ou menos 70h na estufa a 37ºC adicionamos 100 μL de 
Colchicina e retornamos para a estufa por mais 45min a 37ºC. Terminado o período 
de crescimento e feita a parada das células na metáfase realizamos a fase de 
hipotonização. Nesta transferimos o material da estufa para dois falcons deixando 
cada um com 5,5mL que foram centrifugados por 6 min a 2000 rotações por minuto 
(rpm). Após, retirarmos o sobrenadante e acrescenta-se aos poucos a solução de 
KCL a 37ºC até completar 12mL. Depois de bem homogeneizado deixamos 15 min 
na estufa a 37ºC. Da estufa seguiu para a centrifuga por 6 min a 2000 rpm. Depois 
foi retirado o sobrenadante deixando mais ou menos 2mL. Para a Fixação utilizamos 
a solução 1:3 de ácido acético e metanol, nessa fase colocamos com auxilio de 
vortex o fixador aos poucos até completar 10mL. Homogeneizar bem e levar a 
centrifuga por 6 min a 2000 rpm. Retirado o sobrenadante foi repetido o processo de 
fixação por mais 4 vezes. O material pingado nas lâminas foi tratado por 
bandeamento G utilizando tripsina em solução salina e corado com Giemsa. O 
cariótipo foi analisado pela Professora Doutora Iris Ferrari do Laboratório de 
Genética Clínica da UnB e feito com auxílio de microscópio, sendo entregue 











3.2 EXTRAÇÃO DE DNA 
 
 
  A extração de DNA foi realizada com o método Puregene 
(www.puregene.com). Na etapa de lise celular colocamos 3 mL de sangue total com 
9mL de solução de lise RBC (5mM MgCl2 -1mM EDTA pH 8,0), invertemos e 
incubamos por 10 min a temperatura ambiente. Após, centrifugamos por 10 min a 
3400 rpm, removemos o sobrenadante e vortexamos o pellet para o ressuspender. 
Foi adicionado ao tubo 3 mL de solução de lise celular (SLC) (10mM Tris pH 7,5  – 
1mM EDTA pH 8,0 – 1% SDS) misturando bem com pipeta até ficar homogêneo. Na 
etapa de precipitação da proteína adicionamos 1mL da solução de precipitação de 
proteína (NH4Ac 7,5 M ) ao lisado celular. A mistura foi vortexada por 20 seg e 
centrifugada por 10min a 3400 rpm. Para a fase de precipitação do DNA 
transferimos o sobrenadante para outro tubo contendo 3mL de isopropanol 100%, 
nessa etapa podemos observar o “novelo” de DNA. Centrifugamos novamente por 
3min a 3400 rpm, e após retiramos o sobrenadante. Adicionamos 3 mL de etanol 
70% invertendo o tubo para melhor homogeneizar, centrifugamos por 1 min por 3400 
rpm e retiramos o sobrenadante mais uma vez. Deixamos secando por 20 min e 
adicionamos 200 μL de TE (Tris-HCL 10 mM - EDTA 1mM pH 8,0). O DNA foi 
armazenado em freezer de 2 a 8ºC. 
 As amostras de DNA foram quantificadas no espectrofotômetro NanoVue Plus 















3.3 PCR X-FRÁGIL  
 
 
 Em todas as amostras com cariótipo normal foi feito o teste para X- Frágil. Foi 
realizada Reação de Polimerização em Cadeia (PCR) para amplificação da região 
CGG do gene FMR1. Na reação de PCR foi utilizado primer c 5´-GCT CAG CTC 
CGT TTC GGT TTC ACT TCC GGT-3´ e o primer f  5´-AGC CCC GCA CTT CCA 
CCA CCA GCT CCT CCA-3´. A amplificação foi realizada num volume total de 25μl 
contendo entre 50-100 ng de DNA genômico, 0.75 pmol de cada primer, 
Deoxyribonucleotide triphosphate (DNTP) 200μM, 10 μl de 5x Q-solution (Qiagen), 
2.5 μl de 10x PCR Buffer e 1u de Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen). A 
amplificação consistiu de 34 ciclos iniciados com desnaturação a 94ºC por 4 
minutos, seguidos de desnaturação a 98 ºC por 45 segundos, anelamento a 64ºC 
por 45 segundos, extensão a 72ºC por 2 minutos e extensão final a 72ºC por 10 
minutos.  
 As amostras amplificadas foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 
para verificação da amplificação ou não do produto. Se após o processo de 
migração no gel for visualizada banda na mesma altura ou abaixo da banda de 
amostra controle (com 49 repetições CGG), este paciente foi considerado como 
apresentando alelo de tamanho normal. Se a amostra não apresentar nenhuma 
banda ou possuir banda superior a amostra controle, este seria triado como provável 







Figura 3: Resultado da PCR X-frágil em eletroforese de gel de agarose. Poço 1 é o 
 marcador de  peso  molecular de 100pb. Poço 2 é a amostra controle com 49 repetições da 
 trinca CGG. Poço 3, 4, 6 e 7 são amostras consideradas normais, pois suas bandas ficaram 
 abaixo do tamanho da amostra controle. Poço 5 é uma amostra com possível mutação     
 completa pois não houve não amplificação da região. Poço 8 é o controle da reação, usada 
 água ao invés de DNA.  
 
   Para a análise foi utilizado 5μl do material amplificado, juntamente com 3μl de 
tampão de corrida (azul de bromofenol 0,25%, xileno cianol 31% e glicerol 30%). 
Desta mistura 8μl foram depositados em cada poço do gel, e no primeiro poço foi 
colocada alíquota padrão de peso molecular de 100 pb. O gel de agarose foi 
preparado a 1,5% de concentração com 100 ml de tampão TBE (Tris – Borato – 
EDTA) 1x e 1,5g de agarose e 3μl de brometo de etídio 1mg/ml. O gel foi submetido 
à eletroforese em cuba horizontal contendo tampão TBE 1x para a corrida à 100V e 
50A por aproximadamente 30 minutos. Todos os géis foram fotografados em 










3.4 TRIAGEM DE MICRORREARRANJOS NO CROMOSSOMO X POR MLPA. 
  
 
 Para a investigação de deleções ou duplicações nos genes candidatos 
utilizamos a técnica Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA). Essa 
técnica é um método simples, sensível, rápido e econômico que visa a quantificação 
relativa quanto ao número de cópias de até 50 sequências de ácidos nucléicos em 
um experimento (Figura 4).  
 
  
 Figura 4: Representação esquemática das sondas de MLPA.  
 
 
 Para as reações de MLPA, selecionamos o kit P106-B1 MRX que inclui 
sondas para 16 genes diferentes do cromossomo X (RPS6KA3, ARX, IL1RAPL1, 
TSPAN7, PQBP1, HUWE1, OPHN1, ACSL4, PAK3, DCX, AGTR2, ARHGEF6, 
FMR1, AFF2 (FMR2), SLC6A8 e GDI1) (Tabela 1). A técnica MLPA permite a 
identificação do número de cópias de uma dada seqüência de DNA por meio da 




apresentam dois segmentos complementares às seqüências-alvo de DNA: um 
oligonucleotideo sintético curto e um oligonucleotideo sintético longo. Este contém 
uma seqüência stuffer que varia de tamanho nas diferentes sondas, permitindo a 
separação dos diferentes fragmentos por eletroforese capilar. Cada kit é composto 
de até 50 pares de sondas permitindo assim a análise de diversas regiões 
simultaneamente. Inicialmente as sondas são hibridizadas ao DNA e em seguida os 
fragmentos são ligados por uma ligase. Após uma nova desnaturação o fragmento 
formado pela junção das sondas é amplificado por PCR. A reação de PCR é 
realizada com um único par de primers, comum a todas as sondas. Foram seguidos 
todos os passos e quantidades sugeridas pelo fabricante. 
 
Tabela 1 - Genes do cromossomo X investigados pelo MLPA com kit P106-B1 MRX com suas 
respectivas posições cromossômicas e localização das sondas. 
 
Gene Posição Localização das sondas 
RPS6KA3 Xp22.12 Exons 1, 3 e 21 
ARX Xp21.3 Exons 1, 2 e 4 
IL1RAPL1 Xp21.3 Exons 1, 2, 3, e 6 
TSPAN7 
(TM4SF2) 
Xp11.4 Exons 1 e 5 
PQBP1 Xp11.23 Exons 2 e 5 
HUWE1 Xp11.22 Exons 6 e 61 
OPHN1 Xq12 Exons 1, 3, 12 e 21 
ACSL4 
(FACL4) 
Xq22.3 Exons 1, 12 e 17 
PAK3 Xq22.3 Exons 7, 14, 21, e 22 
DCX Xq23 Exons 2, 4 e 5 
AGTR2 Xq24 Exons 1 e 3 
ARHGEF6 Xq26.3 Exons 1, 4, 9, e 1 9 
FMR1 Xq27.3 Exons 9 e 16 
AFF2 (FMR2) Xq28 Exons 1, 3, 6, 12, e 21 
SLC6A8 Xq28 Exons 4 e 9 






  Condições de hibridação e amplificação: 5μL de DNA (50-100ng) foram 
colocados em microtubos e levados ao termociclador para desnaturação por 10min a 
98ºC. À temperatura ambiente foi adicionado o mix de hibridação contendo por 
reação 1,5μL de MLPA buffer e 1,5μL de SALSA probe mix, seguindo-se 
desnaturação a 95 ºC por 1min e hibridação overnight a 60ºC (entre 16-20h). Após a 
hibridação foi adicionado o mix de ligação contendo 25μL de H2O, 3μL de Ligase 
Buffer A, 3μL de Ligase Buffer B e 1μL de enzima Ligase-65. Os tubos foram 
incubados por 15min a 54ºC e 5min a 98ºC. Em seguida foi realizada a amplificação 
por PCR. Para o volume final de 50μL, foram misturados 7,5μL de H2O, 2 μL de 
SALSA PCR  primer mix e 0,5 μL de SALSA polymerase. As condições da 
amplificação foram: 35 ciclos de 30 seg a 95 ºC, hibridação a 60 ºC por 30 seg e 
extensão de 30seg a 72 ºC, seguidos de extensão final a 72 ºC por 20 min. A reação 
de MLPA foi realizada em amostras teste (pacientes) e controle (individuos do sexo 
masculino fenotipicamente normais). 
 Em seguida os fragmentos da PCR foram diluídos e misturados a 0,1 μL de 
GS500 LIZ® (Applied Biosystems, EUA) e 9 μL de Formamida Hi-Di (Applied 
Biosystems, EUA) e submetidos à eletroforese capilar. A análise do produto do 
MLPA foi feita em sequenciador automático ABI 3130 (Applied Biosystems). O 
marcador de peso molecular GS500 LIZ (Applied Biosystems) foi utilizado para 
determinação do tamanho dos fragmentos e os resultados foram analisados 
utilizando-se os programas Genemapper (Applied Biosystems) e Coffalyser (MRC-
Holland). A análise dos resultados foi feita calculando-se o valor da intensidade de 
amplificação da sonda específica à média das intensidades de amplificação de todas 
as sondas em relação à média de intensidade nas amostras controle. Como foram 
testados apenas indivíduos do sexo masculino a região foi considerada deletada 
quando esse valor foi igual a 0 e duplicada quando esse valor foi superior a 1,8 
(Figura 5), caso testadas, mulheres apresentariam o valor igual a 2 quando normais,  
pois possuem dois cromossomos X, valores acima ou abaixo representariam 








Figura 5: Resultado de uma análise de MLPA com o kit P106-B1 MRX com padrões normais.  
As barras vermelhas representam os valores normalizados de intensidade de fluorescência 
para cada uma das sondas 
 
Todos os pacientes, que passaram pelo MLPA receberam relatório com os 
resultados dos exames.  
Em um paciente foi encontrada uma duplicação pelo MLPA e realizados 
outros testes para confirmação e mapeamento da alteração e para verificarmos se o 




























































































































































































































































































































































































































3.5 ANÁLISE CROMOSSÔMICA POR MICROARRAY.  
 
 
 A análise cromossômica por microarray foi realizada para o paciente com 
resultado alterado pelo MLPA a fim de confirmarmos os resultados e delimitarmos 
com maior precisão os segmentos envolvidos no rearranjo. A análise cromossômica 
por microarray permite analisar microdeleções ou microduplicações, 
simultaneamente, em milhares de seqüências alvo do genoma. Esta técnica utiliza 
como alvo de hibridação um conjunto de sondas (oligonucleotídeos), com 
localização previamente conhecida nos cromossomos, organizados em alta 
densidade em um chip de DNA. Utilizamos a plataforma CytoScan HD Array 
(Affymetrix, EUA) e as configurações disponíveis no GeneChip® Scanner 3000 7G 
System  (Affymetrix, EUA). Essa plataforma utiliza microarranjos de DNA contendo 2 
milhões de sondas não polimórficas para Copy number variations (CNVs) de regiões 
codificantes e não codificantes do genoma humano e cerca de 750.000 SNPs. O 
sistema todo inclui os oligonucleotídeos pré-arranjados em GeneChip®, conjunto de 
38 reagentes diferentes, equipamentos para hibridização, lavagem, coloração, leitura 
e visualização dos microarranjos, e programa computacional necessário para a 
identificação dos Single nucleotide polymorphisms (SNPs) e das CNVs. A técnica 
consistiu das seguintes etapas:  
 Preparação do DNA genômico: Seguindo os padrões recomendados 
pelo fabricante quanto à estrutura de trabalho, condições e materiais utilizados foi 
dada sequência ao protocolo para a análise das amostras, que tem início com a 
normalização das amostras para a concentração final de 50 ng/μL de DNA diluído 
em Low EDTA TE buffer (Affymetrix, EUA). Utilizou-se o protocolo estabelecido para 
grupo de 8 reações contando com 6 amostras, um controle positivo e um controle 
negativo. 
  Digestão com Nsp I, ligação de adaptadores e amplificação: Os DNAs 
dos pacientes e controles foram submetidos à digestão em sítios específicos com a 
enzima Nsp I (Affymetrix, EUA) para a obtenção de fragmentos de DNA de 
tamanhos variados e posterior ligação de adaptadores com a T4 DNA Ligase 





Foi utilizada uma mistura de 5 μL de DNA (50ng/μL), 11,55 μL de água 
(Chilled Affymetrix® Nuclease-Free Water), 2,00 μL de tampão da Nsp I (10X), 0,20 
μL de albumina bovina sérica (BSA) (100X) e 1,0μl da enzima Nsp I (10 U/μL). A 
seguir, a mistura foi colocada no termociclador MyCycler® (Bio-Rad, EUA) por duas 
horas a 37ºC e 20 minutos a 65ºC. Os produtos da digestão foram armazenados a -
20ºC até o próximo passo.  
A seguir, foi realizada a ligação dos fragmentos de DNA a adaptadores 
específicos, com a mistura de 0,75 μL de adaptador Nsp I (50 μM), 2,50 μL de 
tampão da T4 DNA Ligase (10X) e 2,00 μL da enzima T4 DNA Ligase (400 U/μL). A 
mistura foi colocada em termociclador (Bio-Rad, EUA) por três horas a 16ºC e 20 
minutos a 70ºC. Os produtos da reação de ligação foram diluídos com 75μL de água 
e foram armazenados a -20ºC até o próximo passo.  
Foram feitas quadruplicatas das reações da PCR de cada amostra para 
aumentar a quantidade do DNA genômico. Os fragmentos de DNA ligados a 
adaptadores Nsp I foram submetidos à reação de PCR com a utilização de 39,5μL 
de água, 10,0 μL de tampão da TITANIUMTM Taq DNA Polimerase(10X), 20,0 μL de 
reagente GC-Melt, 14,0 μL de mistura de dNTP’s  (2,5mM cada), 4,5μL do iniciador 
PCR Primer 002 (100μM) (Clontech, EUA) e 2,0 μL da enzima TITANIUMTM Taq 
DNA polimerase (50X) (Clontech, EUA). Foram colocadas em um termociclador 
VeritiTM onde as reações tinham 1 ciclo de incubação a 94ºC (3 minutos), 30 ciclos 
de 94ºC (30 segundos), 60ºC (45 segundos) e 68ºC (15 segundos) e um último ciclo 
de 68ºC (7 minutos).  
O produto da PCR foi visualizado em gel de agarose 2% corado com brometo 
de etídio. O tamanho dos fragmentos deve ser de cerca de 150 a 2000 pb, 
confirmando o sucesso da digestão, ligação e PCR, permitindo a sequência do 
protocolo. Os produtos das PCRs foram armazenados a -20ºC até o próximo passo. 
  Mistura dos produtos das PCRs, purificação e quantificação: Os 
produtos das PCRs das quadruplicatas de cada amostra foram reunidos em um 
único tubo (volume final 397 μL) e os fragmentos de DNA foram capturados com o 
uso de esferas magnéticas (Affymetrix, EUA). Após incubação e centrifugação, as 
esferas magnéticas contendo fragmentos de DNA aderidos a sua superfície foram 
selecionadas por força magnética na MagnaRackTM (Life Technologies, EUA), 




em tampão de eluição (Affymetrix, EUA) para um volume final de 47 μL. O material 
foi quantificado no espectrofotômetro NanoVue Plus. Para continuação do protocolo, 
cada amostra deve apresentar valores de concentração de DNA ≥ 3.0 μg/μL. Os 
produtos das PCRs purificados foram armazenados a -20ºC até o próximo passo. 
  Fragmentação dos produtos das PCRs: Os produtos das PCRs 
inicialmente foram misturados com 10 μL do mix de fragmentação que é 
cuidadosamente preparado com 123.5 μL de água, 158,4 μL de tampão de 
fragmentação 10x (Affymetrix, EUA) e 5,8 μL do reagente de fragmentação (2,5 
U/μL). A mistura foi colocada no termociclador VeritiTM por 35 minutos a 37ºC e 15 
minutos a 95ºC. A fragmentação (volume final: 55 μL) foi observada pela presença 
de fragmentos entre 25 e 125 pb em eletroforese em gel de agarose 4% corado com 
brometo de etídio. Os fragmentos obtidos foram armazenados a -20ºC até o próximo 
passo. 
   Marcação do DNA fragmentado com biotina: A marcação das 
amostras foi realizada com a mistura de 51 μL do DNA fragmentado e 19,5μL da 
mistura de marcação formada por 14,0 μL de tampão Terminal deoxynucleotidyl 
Transferase (5X), 2,0 μL de reagente de marcação de DNA 30mM (biotina) e 3,5μL 
da enzima TdT (30 U/μl). A mistura foi colocada em um termociclador VeritiTM por 
quatro horas a 37ºC e 15 minutos a 95ºC. O DNA marcado com biotina foi 
armazenado a -20ºC até o próximo passo. 
   Hibridização: Primeiramente foi preparada a mistura de hibridização 
com os tampões de hibridização parte 1 (165,0 μL), parte 2 (15,0 μL), parte 3 (7,0 
μL) e parte 4 (1,0 μL), mais 2,0 μL de OCR (Oligo Control Reagent, Affymetrix, 
EUA). Em seguida foi realizada a mistura de 70,5 μL de DNA biotinilado e 190 μL da 
mistura de hibridização. Esta mistura foi aquecida no termociclador VeritiTM a 95ºC 
por 10 minutos e resfriada a 49ºC até o próximo passo. Ainda no termociclador, 
200μl da mistura desnaturada foi depositada imediatamente em cada um dos 
GeneChip® com os oligonucleotídeos pré-arranjados. Os GeneChip® com o DNA são 
incubados em forno de hibridização (modelo Hybridization Oven 645, Affymetrix, 
EUA)  a 50ºC durante 16 a 18 horas a 60 rpm. 
  Lavagens dos GeneChip® e marcação com fluoróforos: A lavagem e 
marcação dos GeneChip® foi realizada, quatro por vez, na estação automatizada 




tampões de lavagem A e lavagem B (Affymetrix, EUA) mais água deionizada. Foram 
preparados também os tubos separados contendo os tampões de marcação 1 (500 
μL), 2 (500 μL) e  800 μL de holding buffer (Affymetrix, EUA) que apresentam em 
suas formulações os elementos essenciais (estreptavidina, ficoeritrina - SAPE e 
anticorpo biotinilado antiestreptavidina) para a formação da fluorescência durante a 
leitura dos GeneChip® com o laser. Em seguida, os GeneChip® são retirados do 
forno de hibridização e, imediatamente, colocados (quatro por vez) na estação 
fluídica onde as sequências de lavagens e marcações dos microarranjos contidos 
nos chips por fluoróforos são automatizadas sob controle do software Affymetrix 
GeneChip® Command Console™ (AGCC) versão 3.2.2 (Affymetrix, EUA). 
  Varredura dos GeneChip®, captação de imagens e análise no software 
Chromosome Analysis Suite 1.2.2 (Affymetrix®): Os chips com microarranjos foram 
colocados no GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix, EUA), gerenciado pelo 
programa AGCC. As imagens geradas pela excitação dos fluoróforos (ficoeritrina) 
captadas pelo digitalizador foram submetidas primeiramente à análise de controle de 
qualidade geral (QC) por meio do programa Genotyping Console versão 3.2.2 
(Affymetrix, EUA). A imagem dessa leitura pode ser observada com o programa de 
visualização Affymetrix GeneChip Viewer (Affymetrix, EUA), onde também se podem 
verificar os controles positivos do sistema de forma a se comprovar que as 
condições de hibridização do microarranjo foram adequadas. 
Após estes procedimentos, utilizando o software Chromosome Analysis Suite 
(ChAS) versão 1.2.2 (Affymetrix, EUA) é possível visualizar e analisar as alterações 
cromossômicas (duplicações, deleções, CNVs, mosaicismo, perda de heterozigose) 
ao longo do genoma de cada amostra. O programa é oferecido gratuitamente no 
sítio do fabricante (www.affymetrix.com) e trabalha com a interface do Windows 7. 
Ele permite analisar arquivos no formato .CEL gerados pelo software de leitura 
(Affymetrix CytoScan® Arrays) dos GeneChip®, visualizar os dados resultantes da 
análise da hibridização (arquivos CYCHP) sumarizados em forma de tabelas e 
gráficos, visualizar os dados (arquivos CNCHP) da plataforma (CytoScan™ HD 
Array) com a qual são comparados os dados das amostras. O software permite 
ainda criar e customizar parâmetros e regiões para uma análise específica, aplicar 
filtros para todo o genoma ou regiões de interesse específico para remover 




amostras, além de acessar os principais bancos de dados externos (NCBI, UCSC 
Genome Browser, Ensembl, MIM®).  
 
 
3.6 PESQUISA DE INATIVAÇÃO DO CROMOSSOMO X 
 
 
Na mãe do indivíduo que apresentou alteração ao MLPA realizamos o estudo 
do padrão de inativação do cromossomo X. Em portadoras de genes mutados no 
cromossomo X tem sido mostrado que pode haver desvio no padrão de inativação 
desse cromossomo favorecendo o funcionamento do alelo normal (9). Assim, o 
estudo do padrão de inativação do cromossomo X em mães de afetados e em 
mulheres pertencentes a famílias de indivíduos com XLID pode auxiliar na 
confirmação do padrão de herança da DI nessa família e apontar possíveis 
portadoras assintomáticas do alelo mutado. Para o estudo do padrão de inativação 
foi analisado um marcador genético do tipo microssatélite localizado no gene AR 
(115). Esse gene encontra-se inativado no cromossomo X inativo e na região do 
microssatélite há um sítio de corte para a enzima HhaI. Essa enzima digere apenas 
fragmentos de DNA não metilados. O teste consiste na amplificação da região por 
PCR e análise do marcador genético sem e com a digestão da enzima. Dessa 
forma, a etapa sem digestão permite determinar os alelos presentes na mulher e a 
etapa após a digestão mostra se há inativação preferencial de algum desses alelos e 
consequentemente de um dos cromossomos X. A técnica consistiu em: 
  Para cada amostra (paciente, mãe e controles normais) foram 
preparadas duas reações. Para ambas, 1000ng de DNA genômico foram utilizados. 
Em uma das reações o DNA é digerido com 2 μL da enzima HhaI que digere apenas 
fragmentos de DNA não metilados. A outra reação é preparada somente com a 
amostra de DNA e os demais reagentes (água, Buffer e BSA), mas sem a enzima 
HhaI. O volume final da reação digerida e não digerida é de 20µL. Ao final todas as 
amostras são incubadas a uma temperatura aproximada de 37º C por 12 horas. 
  4µL de cada amostra digerida e não digerida foram adicionados ao mix 
de PCR para amplificação. O volume total da reação foi de 30 µL contendo 15 pmol 




de Dimethyl sulfoxide (DMSO) e 1u de Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen). O 
programa do termociclador consistiu em um primeiro ciclo de 94º C por 1 min, de 
69ºC por 30 seg e 72º C para a extensão, seguidos de 13 ciclos em que a 
temperatura de hibridação diminuía 0,5º C por ciclo, até atingir a temperatura de 
62ºC. A segunda etapa consistiu de 16 ciclos com temperatura de desnaturação de 
94º C, hibridação de 62º C e extensão de 72º C, seguidos de extensão final a 72º C 
por 20 min.  
  A eletroforese foi feita em analisador genético ABI-3130 (Applied 
Biosystems) utilizando 1µL do material amplificado diluído, na presença de 1µL de 
marcador de peso molecular GS500 LIZ (Applied Biosystems) e 9µL de formamida. 
A análise dos dados gerados foi feita com o software Genemapper (Applied 
Biosystems).  
  Avaliamos o padrão de inativação do cromossomo X, estabelecendo a 
razão de inativação. Para isso, calculamos a razão entre o valor do pico de altura 
(amplificação) do menor alelo e a soma dos valores correspondentes aos dois 
alelos. O valor do pico de amplificação foi corrigido, usando-se a razão do valor do 
pico do alelo digerido e do mesmo alelo não digerido: 
(phd1/phu1)/(phd1/phu1)+(phd2/phu2), em que phd1 = alelo menor após digestão, 
phu1 = alelo menor não digerido, phd2 = alelo maior após digestão e phu2 = maior 























 Todos os 65 pacientes investigados foram selecionados de acordo com os 
critérios especificados: são meninos, com cariótipo normal e PCR para X-frágil 
mostrando o número de repetições CGG dentro da normalidade. Todos eram 
candidatos a DI ligada ao X.  
 Os pacientes foram separados em quatro grupos de acordo com sua 
manifestação clínica e histórico familiar: DI não sindrômica e isolada; DI não 
sindrômica com outros afetados na família; DI sindrômica isolada e DI sindrômico 
com outros afetados na família. O grupo considerado sindrômico apresentava, além 
da DI, dismorfias e/ou outras malformações associadas, mas que não permitiam o 
diagnóstico de síndrome genética definida.   
 Nos casos familiais os pacientes possuíam ao menos um parente de até 
segundo grau do sexo masculino com DI. Em alguns casos a mãe era afetada 
apresentando quadro de DI mais leve que o do filho. Todos os casos familiais eram 
sugestivos de herança ligada ao cromossomo X.  
 No total foram investigados 23 indivíduos não sindrômicos e de caso isolado; 
nove pacientes não sindrômicos com afetados na família; 24 pacientes sindrômicos 













 Tabela 2 - Porcentagem de pacientes estudados de acordo com a manifestação clínica e 









4.2 RESULTADOS DA TRIAGEM DE MICRORREARRANJOS POR MLPA 
 
 A triagem por MLPA com o Kit P106-MRX foi realizada para as 65 amostras 
sendo que 64 delas (98,5%) demonstraram padrões normais para todas as regiões 
testadas. Logo, a DI nestes pacientes, não é decorrente de grandes deleções ou 
duplicações dos genes pesquisados. Contudo, como apenas alguns exons são 
investigados não podemos excluir a presença de rearranjos que não incluam 
nenhum dos exons testados. Em uma amostra (1,5%) identificamos uma duplicação 
de uma única sonda correspondente ao exon 3 do gene AFF2 (FMR2), que 
apresentou intensidade de fluorescência 2x maior após normalização. (Figura 6). As 
demais sondas para o gene AFF2 correspondentes aos exons 1, 6(5), 12(11) e 
21(20) não evidenciaram duplicação. 
  
 Isolados  Familiais Total  
 n % n % n % 
Não sindrômico 23 35,38 9 13,85 33 50,77 
Sindrômico 24 36,92 9 13,85 32 49,23 







 Figura 6: Resultado do MLPA com o kit P-106 MRX evidenciando duplicação da sonda 
 correspondente ao exon 3 do gene AFF2. A seta azul aponta para a região duplicada com 
 intensidade próxima a 2,0. 
 
 
 Diante desse resultado, a mãe do paciente foi também investigada por MLPA 
e confirmamos que ela também era portadora da duplicação. O estudo do padrão de 
inativação do cromossomo X por meio de marcadores do gene AR revelou que a 
mãe não possui desvio de inativação (Figura 7). A proporção de inativação dos 
cromossomos X com base na análise de polimorfismos do gene AR foi de 45:55, 






 Figura 7: Resultado da pesquisa de inativação do cromossomo X em eletroforese capilar. 
 Análise de polimorfismos do gene AR após digestão ou não pela enzima HhaI. Em (a) 
 podemos observar comparando ao (b), que a enzima digeriu o fragmento correspondente ao 
 cromossomo ativo do paciente. Em (c)  comparado com (d), observamos que a mãe ambos 
 os alelos ativos, confirmando ausência de desvio total de inativação na mãe portadora de 
 duplicação no gene AFF2. 
 
 
 A fim de confirmarmos o resultado do MLPA e identificarmos a extensão da 
duplicação realizamos a análise cromossômica por microarray. O resultado do 
microarray mostrou que a duplicação incluía além do exon 3, visto pelo MLPA, 
também o exon 2. O tamanho da duplicação é de cerca de 86 Kb na posição ChrX: 
147,705,241 – 147,790,993 – [hg19] (Figura 8). Os demais exons do gene não 
mostraram duplicação. Não foram identificadas outras CNVs possivelmente 













 Figura 8: Resultado da análise cromossômica por microarray na plataforma Cytoscan HD 
 (Affymetrix
@
). O retângulo azul (Linha 1) representa o segmento duplicado. A linha 2 mostra 
 as sondas não polimórficas e a linha 3 as sondas polimórficas (SNPs). Em rosa está 
 representado o gene AFF2. As barras verticais indicam os exons e a seta a direção de 
 transcrição. Podemos observar que a região duplicada inclui parte do intron 1, até parte do 
 intron 3. No retângulo acima podemos observar a extensão da duplicação: ChrX: 
 147,705,241 – 147,790,993 – [hg19], tamanho: 86Kb e número total de sondas  duplicadas 
 nesse segmento: 520.  
  
 
 Este paciente foi encaminhado ao ambulatório de genética pela psicóloga que 
o acompanhava com a hipótese diagnóstica de DI ou de TDAH para realização de 
teste para a Síndrome do cromossomo X frágil que foi negativo.  
 É filho único de pais não consanguíneos, sem outros casos de DI na família. 




genealogia do paciente.  A mãe ao nascimento tinha 24 anos e o pai 44 anos. A mãe 
teve um aborto espontâneo anterior. Durante a gestação relatou movimentos fetais 
muito cedo e inquietação. Parto cesárea, não chorou ao nascer, pesava 3.650g 
(75opercentil) e media 51 cm (50o percentil). Sentou aos seis meses, engatinhou aos 
sete meses e andou aos 12 meses. Aos três anos de idade apresentava 
relacionamento difícil, mau comportamento e era violento. Foi alfabetizado aos seis 
anos de idade com auxílio de reforço escolar. Possui comportamento imaturo e não 
suporta irritação. Foi diagnosticado com déficit de atenção e desde então faz uso de 
Ritalina. Ao exame clínico por médico geneticista aos nove anos e cinco meses 
(Figura 9) pesava 61.000g (>97o percentil), estatura 150cm (>97o percentil), IMC 
27,11 (sobrepeso), perímetro cefálico 56 cm (>98o percentil), comprimento da mão 
18,4 cm (97o percentil), comprimento do dedo médio 7,8 cm (>97o percentil), 
distância intermamilar 23cm (>97o percentil). Não apresenta outras dismorfias ou 
malformações, além da macrossomia. A mãe relata que o aumento de peso ocorreu 





  Figura 9: Paciente aos nove anos e cinco meses de idade. 
  
 
 Aos 10 anos de idade foram realizados testes psicológicos por uma equipe de 
psicólogas, psicopedagogas e fonoaudiólogas. O teste de inteligência WISC-III 
indicou QI – 112, dentro do intervalo da normalidade. No teste de memória TEPIC-M 
demonstrou capacidade de memória de curto prazo média para sua faixa etária (19 
pontos). O teste HTP (House, Tree, Person) foi normal para planejamento e ação. 
Nas seções com a psicóloga foi evidenciado prejuízo no seu funcionamento global 
devido a ansiedade e conflitos de ordem emocional e afetiva. A fala é infantilizada e 











5.1 PACIENTES COM RESULTADOS NORMAIS 
 
  
 Dos 65 pacientes investigados quanto à presença de microrrearranjos de 
genes do cromossomo X, 64 apresentaram resultado normal. Em estudo semelhante 
foram testados 80 meninos com suspeita de DI ligada ao X (com mais de um 
indivíduo do sexo masculino afetado em várias gerações ou com mais de três irmãos 
afetados) (25). Quatro desses pacientes (5%) apresentaram microrrearranjos: uma 
duplicação do gene RPS6KA3, uma duplicação do gene GDI1, uma duplicação no 
gene ARHGEF6 e uma deleção no gene OPHN1. Mais recentemente, em 2011, foi 
realizado um estudo triando 100 meninos que tinham o diagnóstico de DI não 
sindrômica ligada ao X e possuiam mais um irmão ou algum afetado do sexo 
masculino na família materna (44). Apenas um indivíduo apresentou alteração ao 
MLPA com uma duplicação do exon 5 do gene TM4SF2 (TSPAN7), presente 
também na mãe e nos irmãos afetados, obtendo assim 1% de positividade. No 
presente trabalho identificamos 1/65 pacientes (1,5%) com alteração ao MLPA, valor 
esse comparável ao encontrado nos dois trabalhos realizados anteriormente.
 Nosso critério de inclusão foi mais abrangente do que o utilizado por Madrigal 
et al. e Utine et al. (25,44), uma vez que incluímos também casos isolados de 
meninos com DI. Quando se utiliza apenas casos familiais com evidência de 
herança ligada ao X espera-se que a taxa de detecção de mutações no cromossomo 
X seja maior, como a encontrada por Utine et al. (44). No entanto, no presente 
trabalho, o único paciente com alteração não possuía outros afetados na família, 
indicando assim que casos isolados de DI em meninos também devem ser incluídos 
na triagem para mutações em genes do cromossomo X.  
 Apesar das baixas taxas de detecção obtidas nos trabalhos que realizaram 
essa triagem, os genes incluídos no kit são aqueles em que já foram de fato 
identificadas mutações em diversos afetados e por isso são os mais prováveis de se 




nos casos de herança ligada ao X está de acordo com esses baixos níveis de 
detecção.  
 Um gene importante cuja duplicação causa DI em meninos e que não foi 
triado pelo kit é o gene MECP2. Mutações em MECP2 podem causar a síndrome de 
Rett, DI, encefalopatia, e a duplicação do gene tem sido implicada em alguns 
quadros de autismo e DI (117). No estudo de Utine et al. (44) também foi utilizado o 
teste de MLPA para o gene MECP2 nos mesmos 100 pacientes, e esses autores 
encontraram um paciente (1%) com duplicação desse gene. A inclusão desse gene 
em nossa pesquisa poderia aumentar a taxa de detecção de alterações e constitui 
uma perspectiva futura desse estudo.   
 
 
5.2 PACIENTE COM DUPLICAÇÃO DO GENE AFF2  
  
 
 O gene AFF2(FMR2) é conhecido por, quando mutado no tamanho das 
expansões CCG, gerar a síndrome de FRAXE. A síndrome é causada pela perda da 
função do gene. Ocorre um sítio frágil na região Xq28 quando as expansões são 
maiores que a faixa normal de repetições de trinucleotídeos CCG (6 -20).Essas 
repetições levam a metilação da ilha CpG, silenciando o gene. Mais raramente 
afetados podem apresentar fenótipos semelhantes porem, por deleção parcial do 
gene (100). Essas mutações podem levar à DI leve a moderada, déficit de 
comunicação, problemas de atenção, hiperatividade e comportamento autista (118). 
Em nosso estudo identificamos um paciente com duplicação parcial do gene.  
Duplicação do gene AFF2(FMR2) foi descrita na literatura uma única vez em um 
menino com duplicação de 210 Kb incluindo os exons 3 a 7 do gene AFF2 (104).  No 
entanto, esses autores não descrevem detalhes do fenótipo do paciente. O estudo 
em questão visava identificar microrrearranjos em pacientes com DI, portanto 
podemos concluir que o paciente possuía algum grau de comprometimento mental.  
 Nosso paciente  possui uma duplicação menor, de apenas 86 Kb, englobando 
os exons 2 e 3. O gene AFF2 sofre splicing alternativo, codificando seis isoformas 
distintas. Os exons 2 e 3 participam de todas as isoformas exceto a isoforma 6 que é 




nosso paciente inclui parte do intron 3, contudo não inclui a região do exon 
alternativo presente na isoforma 6.  As diferentes funções e padrão de expressão de 
cada uma das isoformas ainda não foram elucidadas.  Whibley et al. (104), sugeriu 
que a duplicação parcial de AFF2 possa ocasionar o aparecimento de um codon de 
parada prematuro na tradução ou alterar o splicing.   
 Apesar de nosso estudo visar investigar pacientes com DI, o paciente com 
duplicação do gene AFF2 foi reavaliado e apresenta QI normal. Contudo, o paciente 
apresenta transtornos emocionais, imaturidade e fala infantilizada, sugerindo assim  
comprometimento mental. Apesar do quadro clínico ser leve, pode fazer parte do 
espectro de variabilidade clínica encontrada em pacientes com mutações em AFF2. 
Deleções parciais do gene AFF2 foram descritas anteriormente em meninos com 
atraso de desenvolvimento (94,102,119). Todas as deleções eram parciais e 
incluíam o exon 2 do gene. Um dos pacientes não apresentava DI, apenas 
dificuldades de fala reforçando a variabilidade fenotípica associada a mutações no 
gene AFF2 (120).  
 Dessa forma, a duplicação aqui descrita adiciona ao conhecimento atual 























 1) Dentre os 65 pacientes testados para microrrearranjos de genes do 
cromossomo X por MLPA apenas um apresentou microduplicação. A taxa de 
detecção (1,5%) é condizente com a encontrada em outros trabalhos na literatura.   
  
 2) O único paciente com alteração apresentou microduplicação parcial dos 
exons 2 e 3 do gene AFF2. Duplicação parcial desse gene foi relatada uma única 
vez na literatura. A identificação desses pacientes indica que duplicações do gene 
possam estar relacionadas a quadros de comprometimento mental. 
  
 3) A baixa frequência de detecção de alterações pelo MLPA indicam que 
microrrearranjos desses genes, mesmo em conjunto, ocorrem em baixa frequência 
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A pesquisa intitulada “Investigação da etiologia do retardo mental sindrômico” pretende investigar a 
relação entre as alterações cromossômicas e o quadro clínico dos portadores.  
Você está sendo convidado (a) a participar do projeto acima citado. O presente convite contém 
informações sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua colaboração neste estudo será de grande importância. 
Para a realização da pesquisa será necessária a retirada de 4 a 8 mL de sangue de uma das veias do antebraço 
do paciente e seus genitores para exame feito rotineiramente no laboratório. Este procedimento de coleta de 
sangue será realizado por pessoa qualificada, é de risco mínimo para a saúde podendo, entretanto, provocar 
pequeno desconforto. Resultando o teste positivo, será garantido um relatório explicativo sobre esta condição.  
A Professora Doutora Íris Ferrari é a pesquisadora responsável pelos procedimentos envolvidos, bem 
como da utilização dos dados produzidos durante a realização desta pesquisa. A identidade do paciente será 
mantida em segredo absoluto no caso de qualquer forma de divulgação desta pesquisa. 
A recusa em participar da presente pesquisa não resultará em qualquer prejuízo presente ou futuro na 
prestação de assistência profissional pela equipe do Serviço de Genética Clínica do HUB, ficando também 
ressaltado que, mesmo após a assinatura do presente termo de consentimento, poderá abandonar a pesquisa 
a qualquer momento. 
Os exames e coleta de sangue para análise só serão realizados se houver concordância em participar 
deste estudo. Para tal, pedimos gentilmente que o paciente ou seu responsável assine o presente documento 
que será entregue em duas vias, uma para o paciente e outra que será mantida no Laboratório de Genética 
Clínica da Faculdade de Medicina - UNB. Participando desta pesquisa, estará ajudando no diagnóstico, 
aconselhamento genético e melhor entendimento das causas do retardo mental. 
Eu,_______________________________________________________________,profissão 
__________________________ residente e domiciliado 
em__________________________________________________________, portador da Cédula de Identidade, 
RG _______________________, e inscrito no CPF/MF_________________________ nascido(a) em 
___/___/_____ , abaixo assinado(a), concordo de livre e espontânea vontade com a participação de meu 
(minha) filho(a) __________________________________________________________no estudo “Investigação 
da etiologia do retardo mental sindrômico”, e afirmo que obtive todas as informações que considero 
necessárias. 
 




(  ) Concordo que sejam incluídas em publicações científicas, se necessário. 
(  ) Concordo que sejam apresentadas em aulas para profissionais da saúde. 
(  ) Não concordo que sejam incluídas em qualquer tipo de publicação ou apresentação. 
 
Brasília, _____de __________________ de 20__ 
 
____________________________________________________ 
Assinatura do participante 
 
_______________________________________ 
Dra. Íris Ferrari 
Pesquisadora responsável 
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